1 



nrnnn, ir ac cRAMPF (11) Publication No.: 2,633,398 

(19) REPUBLIC OF FRANCE UU (tQ be used only for ordering 

PARIS |nt C| 4. G 01 N 33/566 

(12) APPLICATION FOR PATENT OF INVENTION A1 
(22) Date filed: June 24, 1988 
(30) Priority: 

(43) Date the application was laid open to public inspection: BOP. "Brevets" 
[Patents] No. 52 of December 29, 1989 

(60) References to other relevant national documents: 

(71) Applicant(s): BIOKEMA S.A. - CH. 

(72) Inventor(s): Clement Bordier. 

(73) Proprietor(s): 

(74) Agent(s): Bugnion Associates 

(54) TEST ASSEMBLY FOR BIOCHEMICAL ANALYSIS 

(57) Test assembly for biochemical analysis by means of a membrane 3 
onto which biological molecules are fixed by adsorption. Membrane 3 is attached 
onto a thin layer of synthetic foam 2, which is in turn attached onto a rigid support 
1 . A perforated plate 5 is applied with pressure onto membrane 3 so as to form 
wells 6 functioning as individua. incubation chambers for diluted samples 7 to be 
analyzed. The test assembly permits conducting a large series of reactions in a 
rational manner. 
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The p,esen t invention has for a subject a tes, assembly for biochemical 
analysis by means of a membrane onto which bioiogica, molec.es are fixed by 
adsorption. 

The adsorption of proteins, nucieic acids and other bioiogica, moiecules 
on soiid supports is used in numerous technics of biochemical ana,ys,s. 
Porous supports, presented in the for. o, membranes, permit adsorb.ng 
ma cromo,ecu,es by hydrophobic, eiectrostatic or covalent interactions. These 
membranes, however, are often fragiie and difficult to handle. 

In biochemical anaiyses where the reactions taKe place in soiid phase, 
onegenerai^ooKsforthe presence, inthesampietobetested.ofoneor more 

fK ed on the membrane. The presence of the ligand is detected by means o, a 
probe (radioactive, coupied to an enzyme, coiored, fluorescent, etc., e„her 
direct, or by competition. The majority of technics retire success,ve 
incubations abating with washings. The same test is often conducted on a 
seriesofsampies. ,n this case, i, is important to note that, in genera, oniy one o, 
the incubations, that of the diluted materia, to be ana,yzed, is specific for a ,ven 
sa mp,e. in contrast, dunng washings and other incubations, a„ the Cher tests 
are processed parallelly and in an identical manner. 

F0 r this purpose, plates c, synthetic materia, o, standardized dimensions 
are generaHy used, Known under the name EUSA (Enzyme LinKed 
lmm unosorbent Assay, piates, in which 8x12 wells of 7 mm diameter are 
fom ed. The bioiogica, molecules are adsorbed by the plastic. Allthesteoso, 
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» he reaction take place individually in each well, which renders large-senes 
analyses time-consuming and fastidious. 

The object of the present invention is to offer a test assembly permitting 
testing a series of samples in a much more rational and rapid manner than with 

the known means. 

The test assembly according to the invention is characterized by the fact 
that it comprises a rigid planar support onto which is attached a layer of synthetic 
foam with closed cells, of uniform thickness, on which the membrane itseif is 
attached onto which the biological molecules are fixed by adsorption according to 
a particular geometric configuration, a perforated plate with cylindrical holes open 
on both ends and arranged according to a configuration corresponding to the 
configuration of biological molecules on the membrane, the perforated plate 
being designed to be applied and pressed onto the foam so as to form wells that 
do not communicate with one another. 

The configuration according to which the biological molecules are fixed 
onto the membrane can be, for example, an assembly of parallel lines or a matrix 
of points to which the holes of the perforated plate correspond. 

The test assembly according to the invention permits conducting a large 
series of reactions in a particular^ rational manner. In comparison to the use of 
conventional ELISA on microplates, the test assembly according to the invention 

also presents several advantages: 

The support can be cut to measure and adapted to the number of samples 

to be analyzed. 



AUhe position «e- which contain the sample, a signal is detected, 
te donthe— ,aswe«as b ac kg roundnoisedue,ono,spec,c 

containing the macromolecules specie to the test. 

Reagents or macromolecules that permit controlling the funct,on,ng of 
test can be applied onto the membrane. 

After the specif, incubation, a„ the samples are treated in parallel ,n 
com mon incubations, thus accelerating the manipulations by spahng pipping 
ste ps and improvingthe comparison of resu, from different samples. 
The results can be evaluated visually or by photometn, 
The support can be kept for documentation. 

of the invention. 

Figure 1 is a planar view ofthe hgid support with its membrane ,n wh.ch 
schematically shown the distribution of biological macromolecules. 

Figure 2 is an elevatlona, and sectional view, in larger scale, ofthe 

Figure 4 is an elevationa, and sectional view, in larger scale, of the 

assembly shown in Figure 3. 

Figure 5 shows the support after reaction. 
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The support shown in Figu.es 1 and 2 is made up of a rigid plate 1. 
preferably of *** - be «* * 3 * SCiSSOrS ' ° nt ° 

membrane 3. This porous membrane for example, is made up of a 0.2 „ 
ni ,rooel,u,ose *er from SCHLEICHER and SCHUELL BA 83. The bioiogica, 
ma cromo,ecu,es fixed by adsorption onto porous membrane 3 are distributed 
wording to parallel lines 4. Indications on the nature and the position of 
biological macromolecules are inscribed on the free par. of plate 1 . 

The test assembly also comprises a plate 5 of synthetic material pierced 
wMl parallel cylindrical ho,es 6 arranged in a matrix, the distance separating the 

rows of holes corresponding to the distance between two lines 4 of the 
ma cromo,ecules on the support. The density ofthe foam as we,, asthe density 

of ,he subassembiy comprised of plate 1 , foam 2 and membrane 3 is iess than 1 
g W so as to permit the assembiy o, elements 1 , 2 and 3 to float on the surface 
o, ,he liguid during non-specific incubations, thus minimis the quantity o, 
reagents necessary for the incubations. 

,„ order to conduct the specific incubation of the samples, perforated plate 
5 is applied onto porous membrane 3, by holding it pressed onto the support, as 
shown in Figure 4, so as to form wells 6 completely separate from one another; 
foam 2, which is compressed, assures the tight seal a, the end of the holes of the 
pla ,e to prevent contamination of one sample by another during the spec,f,c 



The samples to be analyzed are induced in diluted form 7 into each of wells 6, 
which function as individual incubation chambers for the dKferen, samples to be 

analyzed. 

After the specific incubation, the matrix of tubes 5 is separated from 
support 1 and the latter is then incubated with reagents common to all the 
samples (washings, conjugates, substrates, etc.) For this purpose, the support 
and its membrane are inverted, membrane 3 toward the bottom, on the top o, 
appropriate reagents on which support 1 and membrane 3 float due to the low 

density of foam 2. 

The result is read visually or by photometry by evaluating the reaction 
havi ng occurred in the zone where the biological macromolecules are adsorbed. 
This visualization is illustrated in Figure 5, where colored segments 8, 9, 10 and 
H corresponding to specific wells 6 are shown. If the reaction has also 
occurred on control molecules applied to other configurations on the membrane, 
the good functioning of the test can be judged. 

The assembly according to the invention is susceptible to numerous 
variations o, embodiment. In particular, the bioiogica, macromolecuies could be 
f ,xed onto membrane 3 according to a matrix of points corresponding to the 
matrix of holes of perforated plate 6 or according to any other particular 
configuration that would correspond to a similar configuration of holes. The 
perforated piate couid also be made in another manner. Membrane 3 need no, 
necessarily be porous; a non-porous film may be suitable. 
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CLAIMS 

, Test asse^y for biochemical analysis by means of a — onto 
whi ch bio,o gi ca, moiecules are frxed by adsorption, characterized by the 

fac , that it comprises, on the one hand, a n g id planar support (1) onto 
whic hisa t ,acheda l a y ero f syn,ne, i ctoa m(2 ,wi,hc to sedce ll s,o ( un, f or m 

ge ometric conation <4>, and, on the other hand, a plate perforated^ 
cyWri ca,ho,es ( 5, 6 )openon both oftheir ends and arrayed accords 
t0 . conjuration correspond to the conjuration of the bioloo.ica, 

b ea P p,ied and pressed ontothefoamsoastoformweM^thatdonot 

communicate with one another. 
2 A ssernb l yaccordin g toc,ain l 1,u rt hercharac,eri Z edbythe f ac,that,he 

' juration of bio,o g ica, molecules adsorbed is a ejection of strai g h, 
p,*, iines (4, and tha, the conjuration of Hoies ,6) is a matrix whose 
rows correspond to said straight lines. 

s A ssemb,y accordin, to Cairn 1 . further characterized by the fac, that the 

that the conjuration of holes is a similar matrix. 
4 A ssem b lyaccordin g ,oclaims 2 or3,,urthercharac,erized b y,efac„hat 

me jid regular support (1, laterally promts beyond the foam, the 



projecting edge (1a) bearing indications on the nature and the position of 
biological macromolecules fixed onto the membrane. 

5. Assembly according to one of claims 1 to 4, further characterized by the 
fact that the density of the subassembly constituted by the rigid plate, the 
foam and the membrane is less than the density of water. 
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(57) Ensemble de test pour analyse biochim.que 
1L membrane 3 sur .aque.ie sent f.xees par adsorption des 
molecules b,o.og-que S 4. La membrane 3 est tos,« 
couche de mousse synthet.que 2 elle-meme f.xee sur un 
support rig.de 1- Une plaque perforee 5 est appl.quee. ayec 
press^on sur la membrane 3 de maniere a former des ports 6 
fonct onnam comme autant de chambres d.ncubafon ind.v,- 
due ,es P ur tes echant,llons dilute 7 a ana.yser. Ensemble de 
,es, permet deffectuer des reactions en grande sene de facon 
rationnelle. 
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La presente invention a pour objet un ensemble de test 
pour analyse biochimique au moyen d'une membrane sur 
Laquelle sont fixees par adsorption des molecules bio- 
logiques. 

5 

L'adsorption de proteines, acides nucleiques et autres 
molecules biologiques sur des supports solides est uti- 
Lisee dans de nombreuses techniques d'analyse biochimi- 
que. Les supports poreux, se presentant sous La forme 
10 de membranes,, permettent d'adsorber des macromo lecu les 
par interactions hydrophobes, e le c t rostat i ques ou cova- 
lentes. Ces membranes sont cependant souvent tragi les 
et difficiles h manipuler. 

15 Dans les analyses biochimiques ou les reactions ont 
Lieu en phase solide, on recherche en general la pre- 
sence, dans I f echant i I ion a tester, d'une ou plusieurs 
molecules d'un ligand capable de reagir avec les macro- 
molecules biologiques fixees sur la membrane. La detec- 

20 tion de La presence du ligand se fait a I'aide d'une 
sonde (radioactive, couplee a une enzyme, coloree, 
f luores cent e , etc.) soit directement, soit par competi- 
tion. La plupart des techniques requierent des incuba- 
tions successives alternant avec des lavages. Le meme 

25 test est souvent pratique sur des series d'echantil- 
lons. Dans ce cas, il est important de noter qu'en ge- 
neral une seule incubation, celle de la dilution du 
materiel a analyser, est sp£cifique pour un echantillon 
donne. Par centre, lors des lavages et autres incuba- 

30 tions, tous Les tests sont traites en parallele et de 
mani ere ident ique - 

On utilise generalement a cet effet des plaques en ma- 
tiere synthetique de dimensions normalisees, connues 
35 sous le nom de plaques a EL I S A (Enzyme Linked Immuno- 
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sorbent Assay), dans lesquelles sont formees 8 x 12 
puits de 7 mm de diametre. Les molecules biologiques 
sont adsorbers par le piastique. Toutes les Stapes de 
ta reaction ont Lieu individuel Leiient dans chaque puits, 
5 c« qui rend les analyses en grande serie tongues et 
f ast idieuses. 

La pr^sente invention a pour but d'offrir un ensemble 
de test permettant de tester des series d ' echant i L ions 
10 de facon beaucoup plus rationnelle et rapide qu'avec 
les moyens connus. 

L'ensemble de test selon I'invention est caracteris£ 
par le fait qu * i I comprend un support plan riyide sur 

15 lequel est fixee une couche de mousse synthMique a 
cellules fermees d'epaisseur uniforme, sur laquelle est 
elie-mti* fixfce Ladite membrane sur laqueLLe Les mole- 
cules biciogiques sont fixees par adsorption selon une 
configuration geometrique parti cu I i e r e , une plaque per- 

20 foree de trous cylindrique ouverts a leurs deux extre- 
mites et disposes selon une configuration cor respondant 
a la configuration des molecules biologiques sur la 
membrane, la plaque perforee etant destinee a £tre 
appliquee et pressee sur la mousse de maniere a former 

25 des puits sans communication les uns avec les autres. 

La configuration selon laquelle les molecules biologi- 
ques sont fixees sur la membrane peu: etre par exemple 
un ensemble de lignes paralleles ou une matrice de 
30 points a laquelle correspondent les trous de la plaque 
perforee . 

{.'ensemble de test selon I'invention permet d'effectuer 
des reactions en grandes series de facon pa rticuliere- 
35 ment rationnelle. Par rapport a l ' ut i L i sat i on d 1 EL I S A 
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conventionnelie en microplaque, I'ensembLe de test se- 
ton (.'invention prdsente en outre plusieurs avantages : 

le support peut etre coupe sur mesure et adapte au noi- 
5 bre d 1 * chant i I ions a analyser. 

A la position du puits ayant contenu 1 1 * chant i I ton on 
detecte un signal specifique du ligand de 1 1 echant i t Ion 
sur Les macromolecules biologiques fixees sur la mem- 
10 brane, ainsi que le bruit de fond do aux adsorptions 
non sp*cifiques du ligand et des autres reactifs dans 
la zone de la Membrane ne contenant pas les macromole- 
cules sp£cifiques au test. 

15 Des reactifs ou macromol*cules permettant de controler 
le fonctionneient du test peuvent etre appliques sur la 
•embrane. 

Apres I'incubation specifique, tous les echantillons 
20 sont trait*s en parallele dans des incubations communes, 
accelerant ainsi les manipulations par economic de pi- 
pettage et am^liorant la comparaison des resultats de 
different s echantillons. 

25 les resultats peuvent etre evalucs visueliement ou par 
photomet ri e . 

Le support peut etre conserve comme document. 

30 Le dessin annexe representee a titre d'exemple, une 
forme d'execution de t'invention. 



La -figure 1 est une vue en plan du support rigide avec 
sa membrane dans Laquelle on a represent* schematique- 
35 ment la repartition des ma c r omo I e c u I e s biologiques. 
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La figure 2 est une vue en *l*vation et en coupe, * 
plus grande tchelle, du support de la figure 1 et de La 
plaque perforce avant son application sur le support. 

5 La figure 3 est une vue en plan de la plaque perforce 
appliqu^e sur le support. 

La figure 4 est une vue, * plus grande *cheile, en *l£- 
vation et en coupe de L'enseable represent* a la figure 
10 3. 

La figure 5 reprtsente le support aprfes reaction. 

Le support represent* aux figures 1 et 2 est constitu* 
15 d'une plaque rigide 1, de pr£fe>ence en matifcre syntb6- 
tique, suscept ibLe d'etre d£coup£e avec une paire de 
ciseaux, et sur Laquelle est col Ue une couche de 
mousse synt he" t i que 2 a cellules f erases, d 1 une tpaisseur 
de 1,5 RiRi; adhesive sur ses deux faces, sur laquelle est 
20 elle-weme collie une neiibrane poreuse 3. Cette »e»brane 
poreuse est constitute, par exemple,par un filtre en 
nitrocellulose de 0,2 u de SCHLEICHER et SCHUELL 6 A 83. 
Les aacroaoU cu les biciogiques fix£es par adsorption 
sur la nembrane poreuse 3 sont r£parties selon des li- 
25 gnes parallfeles 4. Sur une partie libre 1a de la plaque 
1 sont imprimees des indications sur la nature et la 
position des nacroinol^cules biologiques. 

L 1 ensemble de test comprend en outre une plaque 5 en 
30 latiere synthttique percte de trous cylindriques paral- 
le les 6 disposes en matrice, la distance $6parant Les 
ranges de trous co r respondant a la distance entre deux 
lignes 4 de macromo I £ cu I es biologiques sur le support. 
La density de la mousse ainsi que La density du sous- 
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ensemble constitue par La plaque 1, La mousse 2 et La 
■eibrane 3 est infe>ieure a 1 g/c» 3 de maniere a per- 
nettre a t'enseible des Elements 1 , 2 et 3 de fLotter a 
La surface du Liquide pendant Les Incubations non spe- 
5 cifiques, minimisant ainsi La quantite* de r*actifs 
necessaires aux incubations. 

Pour proc^der a I'incubation sp*cifique des Echantil- 
lons, on applique la plaque perforce 5 sur la membrane 

10 poreuse 3, en la maintenant pressed sur le support, 
coMae represent* a La figure 4, de maniere a former des 
puits 6 compLetement s£par£s les uns des autres, La 
mousse 2, comprimee, assurant L'*tanch6it6 a I'extre^i- 
t6 des trous de La plaque, pour empecher La contamina- 

15 tion d'un Echantillon par un autre pendant I'incubation 
specifique. La pression peut etre assur6e par une paire 
de pinces a ressort usueliei. les echantillons a analy- 
ser sont introduits sous forme di luee 7 dans chacun des 
puits 6 qui f onctionncnt cone autant de chambres d'in- 

20 cubation individuel les pour les diff^rents dchantiltons 
a analyser. 

Apres i'incubation specifique,- la matrice de tubes 5 
est separ^e du support 1 et cei^ii-ci est ensuite incub* 

25 avec les r^actifs connuns a tous les Echantillons (la- 
vages, conjuges, substrats, etc.), A cet effet Le sup- 
port et sa membrane sont deposes a I'envers, membrane 3 
vers le bas, sur les r*actifs correspondant s sur les- 
queis Le support 1 et sa membrane 3 flottent en raison 

30 de la faible density de la mousse 2. 

La lecture du r^sultat se fait visuellement ou par pho- 
tometric en e*valuant la reaction ayant eu lieu dans la 
zone oil Les macromo I £ cu l es biologiques sont adsorbers. 
35 Cette visualisation est iLLustree a La figure 5, ou 
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L-on a represent* des segments colore* 8, 9, 10 et 11 
correspondant a des putts £ determines. La reaction 
ayant eu Lieu sur les .olecules de controte appliquees 
en d'autres configurations sur la »e»brane per«et de 
5 juger du bon f onct i onne»ent du test. 

L'ense.ble selon I'invention est susceptible de no»- 
breuses variantes d'execution. En particulier, les «a- 
cro.olecules biologiques pourraient «tre fixees sur la 

10 .e.brane 3 selon une -.atrice de points correspondant i 
la -atrice des trous de la plaque perforee 6 ou selon 
toute autre configuration particuliere a laquelle cor- 
respondent une configuration se-blable des trous. La 
plaque perforee pourrait etre egale.ent reatisee d'une 

15 autre maniere. La membrane 3 ne doit pas necessa i re.ent 
etre poreuse, un film non poreux peut convenir. 
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REVENDICAIIONS 



1. Ensemble de test pour analyse biochimique au moyen 
d'une membrane sur laquelle sont fixfces par adsorption 
des toUcules biologiques, caracte>is6 par le fait 
qu'il comprend, d'une part, un support plan rigide (1) 

5 sur Lequel est fix*e une couche de ioussc synth^tique 
<2> a cellules fera*es d'*paisseur uniforme, sur la- 
quelle est elLe-meme fix£e ladite membrane (3) sur la- 
quelle les molecules biologiques sont fix^es par adsor- 
ption selon une configuration g*om*trique particulifcre 

10 (4), et, d'autre part, une plaque perforee de trous cy- 
lindriques (5, 6) ouverts a leurs deux extr*»it*s et 
disposes selon une configuration cor respondant a la 
configuration des molecules biologiques sur la plaque 
perforce *tant destin^e a etre appliqu£e et press^e sur 

15 la lousse de manifcre a foner des puits (6) sans commu- 
nication les uns avec les autres. 



2. Ensemble seton la revend i cat i on 1, caract£ris£ par 
le fait que la configuration des molecules biologiques 
20 adsorb^es est un ensembLe de lignes droites paraUHes 
(A) et que la con figuration des trous (6) est une Pa- 
trice dont les rang*es correspondent auxdites lignes 
droites . 



25 3* Ensemble selon la revendi cat i on 1, caract*ris£ par 
le fait que la configuration des ioUcules biologiques 
adsorb^es est une latrice de points et que la configu- 
ration des trous est une latrice semblable. 



30 4. Ensemble selon la revendi cat i on 2 ou 3, caractfcris* 
par le fait que le support rigide, rec t angu la i re <1), 
d^passe lat^ralement la mousse, le bord d^passant (1a) 
portant des indications sur la nature et la position 
des macromoltcuies biologiques f ixees sur le membrane. 
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5. Ensemble selon I'une 
ract*ris£ par Le fait que 
constitu* de la pLaque 
nenbrane est inf^rieure & 



des revendi cat i ons 1 & 4 , ca- 
ts density du sous-ens e«b le 
rigide, de la lousse et de la 
la density de I'eau. 



Planche unique 
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